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LYHENTEET JA SYMBOLIT 
 
ATP  Adenosiinitrifosfaatti 
cDNA  Komplementäärinen DNA 
Ct  kynnyssykli (engl. cycle threshold), qPCR-mittauksen yksikkö 
EDTA  Etyleenidiamiinitetraetikkahappo (C10H16N2O8) 
HEPES 4-(2-hydroksietyyli)-1-piperatsine-etaanisulfonihappo 
mRNA  Lähetti-RNA 
PCR  Polymeraasiketjureaktio 
PBS  Fosfaattipuskuroitu suolaliuos (engl. phosphate-buffered saline) 
qPCR  Kvantitatiivinen PCR 
SDS  Natriumlauryylisulfaatti (C12H25NaO4S) 
Tm  sulamislämpötila (PCR:ssä) 
vg  Vitellogeniini (geeni) 
Vg  Vitellogeniini (geenituote) 
vg-like-A Vitellogeniinin-kaltainen-geeni-A 
vg-like-B Vitellogeniinin-kaltainen-geeni-B 
vg-like-C Vitellogeniinin-kaltainen-geeni-C
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1 JOHDANTO 
 
Mehiläisten tutkiminen on ajankohtaista, koska lähes kahdenkymmenen viimeisen 
vuoden aikana on saatu hälyttäviä uutisia mehiläiskadosta ympäri maailmaa (Kearns 
ym. 1998, USDA 2015). Ongelma ei koske pelkästään ihmisten hoitamia 
tarhamehiläisiä, vaan myös luonnonvaraisia lajeja (Kearns ym. 1998). Ekosysteemin 
kannalta mehiläisten tärkein tehtävä on pölyttäminen, ja paitsi luonnon köyhtymistä, 
pölyttäjien määrän väheneminen uhkaa aiheuttaa ihmispopulaation ruokaturvan 
merkittävää heikkenemistä (Gallai ym. 2009). 
 
Vitellogeniini (vg) on monivaikutteinen geeni, jolla on todettu olevan merkitystä mm. 
mehiläisen terveydelle ja pitkäikäisyydelle (Seehuus ym. 2006, Dainat ym. 2012). 
Vastikään on löydetty kolme vg:n sukulaisgeeniä, joiden merkitystä ei tunneta lainkaan, 
ja ne on nimetty vitellogeniinin-kaltaisiksi geeneiksi -A, -B ja -C (vg-like-A, -B ja -C) 
(Morandin ym. 2014). 
 
Alun perin vg tuli tutuksi munankeltuaisproteiinin esiasteena, ja sitä löytyykin 
runsaimmin kuningattaren elimistöstä (Engels 1974). Sittemmin huomattiin, että myös 
työläiset, erityisesti jälkeläisistä huolehtivat hoitajamehiläiset tuottivat paljon Vg:a 
(Nelson ym. 2007). Se on myös yhtenä komponenttina toukkaravinnossa, jota hoitajat 
erittävät päänsä rauhasista (Amdam ym. 2003). Vg:llä on huomattu olevan yhteys 
talvehtimisen onnistumiseen: talvella työläiset pidentävät elinikäänsä horrostamatta, ja 
niissä yhdyskunnissa joilla vg on ilmentynyt syksyllä voimakkaasti, ovat selviytyneet 
todennäköisemmin talvesta (Dainat ym. 2012). Vg-like-geenit ovat vg:n homologeja eli 
kaikilla neljällä on yhteinen kantamuoto, josta ne ovat duplikaatioiden seurauksena 
eriytyneet (Morandin ym. 2014). Geenit saattavat toimittaa samaa tai samankaltaista 
tehtävää, tai sitten ne voivat olla myös funktioltaan erilaistuneet. Tällaisia eri tehtäviin 
päätyneitä samasta lähtösekvenssistä peräisin olevia geenejä kutsutaan paralogeiksi 
(Reece ja Campbell 2011). 
 
Mehiläiskadon syiksi on arvailtu mm. torjunta-aineita, tauteja, biotooppien häviämistä 
ja kukkivien kasvien huonoa saatavuutta – toistaiseksi vaikuttaakin, että kaikilla näillä 
on ollut vaikutusta (Goulson ym. 2015). Miksi jotkut mehiläisyhdyskunnat selviytyvät 
ja toiset menehtyvät, on kuitenkin epäselvää; geenitoiminta voi olla yhtenä tekijänä, 
viitteitä siihen on ilmennyt (esim. Dainat ym. 2012). Sopivien geenien toiminta voi 
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vaikuttaa pölyttäjien menestymiseen esimerkiksi vastustuskyvyllä bakteeri- ja 
virustartunnassa, eliminoimalla kasvinsuojeluaineiden vaikutuksia tai auttamalla 
sopeutumaan ympäristöön (Dainat ym. 2012). 
 
Tämän työn tarkoitus oli selvittää, lisääntyykö vg:n geenitoiminta kun mehiläistä 
altistetaan oksidatiiviselle stressille ja kuinka vg:n vastalöydetyt sukulaisgeenit 
käyttäytyvät samalla tavalla altistettuna. Työssä tutkitaan myös, poistuuko 
vitellogeniiniproteiini (Vg) mehiläisen elimistöstä kun se on osallistunut mehiläisen 
puolustamiseen. Lisäksi tavoitteena on selvittää, ilmentyvätkö vg:n sukulaisgeenit 
talvimehiläisissä samalla tavalla kuin tiedetään vg:n ilmenevän. Tutkittavista 
mehiläisistä mitattiin neljän geenin toiminnan voimakkuus ja tehtiin tilastollinen 
analyysi. Vg:n osalta tehtiin proteiinielektroforeesi ja mitattiin tulos densitometrisesti. 
 
2 MEHILÄISET JA VITELLOGENIININ MERKITYS 
 
2.1 Mehiläisyhdyskunta ja sen työnjako 
 
Hunajamehiläiset (Apis mellifera) ovat vahvasti yhteisöllinen laji. 
Mehiläisyhdyskunnassa on koossapitävänä voimana yksi kuningatar ja sen tuottamat 
feromonit, mutta varsinaista hierarkiaa ei ole (Tautz 2008). Pesän kaikki yksilöt ovat 
kuningattaren jälkeläisiä, ja sen toimintaa pyörittävät naaraspuoliset työläiset, joita on 
pesässä kymmeniä tuhansia (Tautz 2008). Lisääntymiskaudella pesässä on myös 
muutamia satoja koiraita, kuhnureita, jotka eivät kuitenkaan osallistu työntekoon (Tautz 
2008). Työläiset jakavat tehtävät osittain perinnöllisten taipumustensa, osittain iän ja 
kehittymisen tarjoamien kykyjen mukaan (Michener 1974, Tautz 2008). Nuoret 
mehiläiset tekevät sisätyötä: siivoavat, hoitavat jälkeläisiä, ruokkivat kuningatarta ja 
kuhnureita, rakentavat ja korjaavat kennostoja sekä valmistavat hunajaa, ja vartuttuaan 
ne pääsevät pesän vartijoiksi sekä ulos tiedustelu- ja lopulta keruutehtäviin (Davis 
2004).  
 
Mehiläisten elinikä vaihtelee huomattavasti. Kuningatar elää 1–5 vuotta, kuhnurit kesän 
verran, ja työläiset 1–1,5 kuukautta (Tautz 2008). Mehiläiset eivät ole talvella 
horroksessa, vaan pesä on hereillä ympäri vuoden (esim. Aurori ym. 2014). Talvella 
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yhteisö toimii kuitenkin säästöliekillä: jälkeläisiä ei tuoteta eikä ulkoa kerätä mettä eikä 
siitepölyä – sellaista kun ei olisi tarjollakaan (Nelson ym. 2007). Kun uutta työvoimaa 
ei talven aikana tuoteta, on syksyn viimeisen työläisikäluokan pysyttävä hengissä läpi 
talven. Talvityöläiset voivatkin elää jopa 10 kuukautta, tarpeesta riippuen (Seehuus ym. 
2006). Mehiläistyöläinen pystyy siis moninkertaistamaan elinikänsä tarpeen vaatiessa. 
 
Mehiläisissä, kuten kaikissa sosiaalisissa hyönteisissä esiintyy ilmiasun joustavuutta 
(West-Eberhard 1989). Tämä tarkoittaa mehiläisten tapauksessa, että samalla 
genotyypillä naaraspuolisesta yksilöstä voi tulla joko työläinen tai kuningatar. Tulevan 
aseman yhdyskunnassa määrää toukkana saatu ravinto (Davis 2004). Työläisten tehtävät 
vaihtuvat iän mukana, ja erilaisissa tehtävissä vaadittavat fysiologiset ominaisuudet 
muuttuvat myös: hoitajamehiläiset tuottavat ravintoa, rakentajatyöläiset kykenevät 
muodostamaan vahaa erityisissä rauhasissaan, ja ulkotyöläiset voivat lentää kilometrien 
pituisia matkoja osaten silti aina kotiin. Ei ole täysin tunnettua vielä, miten työtehtävien 
vaihtuminen määräytyy, mutta yksi todennäköinen selitys on erilaisten geenien 
toiminnan aktivoituminen eri-ikäisillä työläisillä (Nelson ym. 2007). 
 
2.2 Vanheneminen ja oksidatiivinen stressi 
 
Vanhenemisen oletetaan johtuvan oksidatiivisesta stressistä, eli erittäin reaktiivisten 
happiyhdisteiden, ns. happiradikaalien hyökkäyksistä (Finkel ja Holbrook 2000). 
Oksidatiivista stressiä syntyy tavanomaisessa aineenvaihdunnassa, mutta esimerkiksi 
tulehdukset ja sairastelu lisäävät sitä (Harman 1956). Oksidatiivinen stressi vaurioittaa 
elimistöä hapettamalla proteiineja, jotka sitten toiset proteiinit, ”hajottajaproteiinit” 
poistavat elimistöstä (Davies 2001). 
 
Paraquat, N,N′-dimetyyli-4,4′-bipyridiniumdikloridi, on yleisesti käytetty vaikuttava 
aine kasvinsuojelussa. Sillä saadaan aikaan oksidatiivista stressiä soluissa hapetus-
pelkistysreaktion avulla (Drechsel ja Patel 2009). Paraquatin kemiallinen kaava on 
C12H14N2
2+. Paraquatia käytetään usein vanhenemisen molekyylibiologisissa 
tutkimuksissa, esimerkiksi juuri mehiläisillä (Seehuus ym. 2006). Voisi kuvitella, että 
hyönteisten tuhoamiseksi kehitetty aine olisi tietenkin kohtalokas mehiläisille, mutta 
itse asiassa mehiläinen kestää tavallisesti kymmeniä kertoja suurempia määriä 
Paraquatia kuin nisäkäs (Seehuus ym. 2006). 
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2.3 Vitellogeniini 
 
Laajaan eliniän vaihteluun mehiläislajin sisällä vaikuttaa geeni nimeltä vitellogeniini 
(vg), jonka tuottamaa proteiinia kutsutaan samalla nimellä (vitellogeniini, Vg) (Amdam 
ym. 2004b). Vitellogeniini on pleiotrooppinen eli monivaikutteinen geeni, ja sen 
tuottaman proteiinin tunnetuin tehtävä on munankeltuaisen muodostaminen kaikissa 
munivissa eläimissä (Engels 1974). Siksi erityisesti naaraat tuottavat Vg:ta (Pan ym. 
1969). Vg vaikuttaa myös muun muassa pitkäikäisyyteen ja vastustuskykyyn (Dainat 
ym. 2012).  Työläisillä vg:n tuottama proteiinimäärä näyttää ohjaavan myös 
tehtävienjakoa (Münch ym. 2013). Kuningattarella geeni ilmentyy kaikkein 
voimakkaimmin.  Niillä työläisillä, jotka ovat nuoria, yhdestä kolmeen viikkoa vanhoja 
ja työskentelevät pesän sisällä toukkienhoitotehtävissä, vg ilmentyy myös runsaasti 
(Seehuus ym. 2006). Vg:n toiminta vähenee iän karttuessa ja ulkotyöläisillä se ilmentyy 
enää vähän (Nelson ym. 2007). Tässä vaiheessa elämää mehiläinen on jo vanha. Talven 
yli sinnittelevät mehiläiset sen sijaan ovat ”ikinuoria”, hoitajan fysiologiseen ikään 
pysähtyneitä, kunnes keväällä kukinnan alkaessa aloitettuaan keruutyöt, vanhenevat ja 
kuolevat kuten kesän ulkotyöläinen (Münch ym. 2013). Kun nuoren mehiläisen vg on 
kytketty pois päältä RNAi-geeninvaimennusmenetelmällä, työläinen on siirtynyt 
ennenaikaisesti keruutehtäviin ja sen elinikä on jäänyt lyhyeksi (Nelson ym. 2007). 
 
Vitellogeniiniä tuotetaan mehiläisen rasvakudoksessa, ja sen on huomattu olevan usein 
kahdessa osassa – koko proteiini on 180 kDa:n kokoinen, mutta jakautuneena pienempi 
osa on vain 40 kDa:n suuruinen (Havukainen ym. 2011). Vitellogeniinin  rooliin kuuluu 
rasvojen kuljetus, ja toisaalta sillä on taipumus sitoutua kudoksiin, erityisesti kuolleisiin 
ja vahingoittuneisiin (Havukainen ym. 2013). 
 
Vastakuoriutuneen mehiläisen hemolymfassa vitellogeniiniä on 20–50 µg/µl, hoitajalla 
jopa 60–90 µg/µl ja ulkotyöläisillä enää 5–10 µg/µl (Seehuus ym. 2006). 
Talvimehiläisissä vg ilmentyy erityisen paljon. Tutkimuksissa on havaittu että 
alkutalvella marraskuussa vg:n ilmeneminen mRNA-tasoina mitattuna on erityisen 
voimakasta, kun taas keskitalvella geenitoiminta on laimentunut mutta rasvakudoksen ja 
hemolymfan Vg-proteiinin pitoisuus on suuri. (Dainat ym. 2012, Erban ym. 2013, 
Aurori ym. 2014). Vg:ta voi talvimehiläisen hemolymfassa olla jopa 100 µg/µl (Amdam 
ym. 2005). Vg siis varastoituu mehiläisen elimistöön suhteellisen pitkäksi aikaa. Vg:n 
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geenitoiminnan voimakkuus on myös yhteydessä talvehtimisen onnistumiseen (Dainat 
ym. 2012). 
 
Mehiläisellä on huomattavasti vähemmän immuunigeenejä kuin esimerkiksi 
banaanikärpäsellä (Drosophila) tai horkkahyttysellä (Anopheles), vain noin kolmannes 
kaksisiipisten immuunigeenien määrästä (Evans ym. 2006). Mehiläinen on voinut 
korvata puutteen sosiaalisella ja hygieenisellä käyttäytymisellä: toverin sukiminen, 
pesän siivoaminen ja kuolleiden tai vahingoittuneiden toukkien poisto pesästä ovat 
tällaisia mehiläiselle tavallisia toimintamalleja jotka ehkäisevät infektioita (Evans ym. 
2006). Silti nopeasti muuttuva ympäristö voi altistaa mehiläistä sairauksille 
voimakkaammin kuin immuunigeenirikkaita kaksisiipisiä. Tutkimuksessa (Aurori ym. 
2014), jossa mitattiin proteiinipitoisuutta ja geenitoimintaa, huomattiin, että bakteeri-
infektio ei muuttanut ”ikääntymisgeenien” (joihin vg oli myös laskettu) toiminnan 
voimakkuutta. Ilmeisesti vg ei osallistu immuunipuolustukseen bakteeri-infektioita 
vastaan. 
 
Vastikään löydettiin useilta hyönteislajeilta kolme vitellogeniinin-kaltaista geeniä, jotka 
lyhennetään vg-like-A, vg-like-B sekä vg-like-C (Morandin ym. 2014). Ne ovat 
syntyneet geeniduplikaatioiden seurauksena sosiaalisten hyönteisten varhaisessa 
historiassa, ja ovat vg:n paralogeja, eli toimivat eri tehtävässä kuin kantageeninsä 
(Morandin ym. 2014). Sekvenssiltään ja proteiinirakenteeltaan niissä on 
samankaltaisuutta vg:iin nähden (Morandin ym. 2014). Toistaiseksi niiden tehtävä on 
tuntematon, mutta muurahaisten geenitoiminnan perusteella tiedetään, että kyseiset 
geenit ilmentyvät hieman eri tavoin riippuen kastista (Morandin ym. 2014). Siinä missä 
vg ilmentyy erityisen paljon kuningattarissa, ovat taas vg-like-A ja vg-like-C 
vahvimmillaan työläisissä (Morandin ym. 2014). Anna Hietalan vielä 
julkaisemattomassa pro gradu -tutkielmassa (2015) huomattiin mm. että Formica fusca 
–muurahaisten hoitajissa ilmentyivät vg ja vg-like-A vahvemmin kuin ulkotyöläisissä. 
Mehiläisillä vg-like-geenejä ei ole tutkittu ollenkaan ennen tätä pro gradu -työtä. 
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Kuva 1. Proteiinimallit vitellogeniinistä ja vg-like-proteiineista. Kuva: Heli Salmela 
 
3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää vg-like-geenien toimintaa ja merkitystä 
sekä ymmärtää stressinsietokyvyn molekylaarista taustaa. Tähän pyrittiin ottamalla 
selvää, aktivoituvatko mehiläisen vg ja vg-like-geenit vasteena oksidatiiviseen stressiin. 
Työssä tutkittiin myös, poistuuko Vg-proteiini mehiläisen elimistöstä sen jälkeen kun se 
on osallistunut elimistön suojaukseen. Tarkoituksena oli myös selvittää geenitoiminnan 
perusteella, ovatko vg-like-geenit samaan tapaan tärkeitä pitkäikäisyyden ja sitä kautta 
talvehtimisen määräytymisessä kuin vg. 
 
Geenin aktivoitumisessa tutkittavana geenituotteena käytettiin proteiinin sijasta lähetti-
RNA:ta (mRNA), koska näin saatiin selville, miten vg ilmentyy määrätyllä hetkellä. 
Elimistön proteiinipitoisuudessa on sekoittuneena toisaalta vanhaa geenituotetta, myös 
mahdollisuus että vitellogeniiniä on poistunut vastikään, esimerkiksi osallistuttuaan 
elimistön puolustamiseen. Näin tapahtuu useille immuunipuolustuksessa toimiville 
proteiineille, ja oletuksena on että myös Vg käyttäytyy samalla tavalla. 
 
Tiedetään, että talvimehiläisten elimistössä on suuret Vg-varannot. Työssä tutkittiin 
myös, tuottavatko vg-like-geenit runsaasti geenituotetta talvella, jolloin voisi olettaa, 
että niidenkin tehtävät liittyvät ainakin jossain määrin mehiläisen talvenkestävyyden 
parantamiseen. 
 
12 
 
4 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
4.1 Näytteet 
 
Tutkimuksessa käytetyt mehiläiset olivat Apis mellifera ligustica –alalajia, eli nk. 
italialaisia mehiläisiä. Kesän tutkimuksissa mehiläiset saatiin Viikin kampuksen pesistä, 
ja ne olivat ahvenanmaalaista kantaa. Talvimehiläiset olivat mannersuomalaisia, ja pesät 
sijaitsivat Helsingin kantakaupungin alueella. Mehiläiset valittiin siten, että 
geenitoiminnan tutkimisessa käytettiin eniten yksilöitä ja useista pesistä, jotta otos olisi 
mahdollisimman edustava. Proteiinianalyysissä taas olennaista oli proteiinimäärän 
vertailu, joten oli riittävää saada yhdestä pesästä yksilöitä siihen. Näin myös vältettiin 
yhdyskuntien välisten erojen mahdollisesti tuoma vaihtelu. Kokeisiin valitut mehiläiset 
olivat suunnilleen saman ikäisiä jotta fysiologiset erot saataisiin minimoitua, ja kaikissa 
kesämehiläisten kokeissa käsittelyt tehtiin samalla tavalla. Talvimehiläisten joukossa ei 
ole ulkotyöläisiä, joten ne vastaavat parhaiten kesän työläisistä juuri näitä 1–3 viikon 
ikäisiä hoitajia. Talvimehiläiset ovat jo sinänsä riittävän stressin alaisia – kestävät 
kylmyyttä ja pitkää ajanjaksoa – joten mitään erityisiä käsittelyjä niille ei ollut 
mielekästä tehdä. 
 
Tutkimuksessa käytettiin hoitajamehiläisiä, jotka ovat nuoria, pesän sisällä 
työskenteleviä työläisiä, joissa vg:n tiedetään ilmenevän runsaasti. Ne jaettiin kolmeen 
käsittelyryhmään: injektoimaton kontrolli, suolaliuoskontrolli sekä testiryhmä. Näiden 
ryhmien tarkoitus ja käsittelyt on selvitetty yksityiskohtaisesti kohdassa 4.2 Ryhmien 
käsittelyt. Mehiläiset kerättiin viidestä Helsingin yliopiston Viikin kampuksen 
mehiläispesästä, siten että jokaisesta pesästä otettiin noin 10 hoitajaa jokaiseen kolmeen 
käsittelyryhmään, yhteensä 144 mehiläistä. Pesänumerot olivat 1, 4, 5, 6 ja 9, ja 
tutkittavien näytteiden identifioinnissa käytettiin näitä numeroita. Kesän tutkimuksiin 
käytetyt mehiläiset kerättiin touko-kesäkuussa. 
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Hoitajat voidaan tunnistaa varmimmin siitä, että ne ovat sikiökennojen luona, ja käyvät 
kennojen sisällä ruokkimassa toukkia. Silloin niistä näkyy vain takaruumis. Kaikkien 
ryhmien mehiläiset kerättiin pieniin häkkeihin, jotka on valmistettu kuningattarien ja 
niiden hoitajien myymistä ja kuljettamista varten. Näihin häkkeihin laitettiin 5 
mehiläistä samasta pesästä. Häkin sivuun kiinnitettiin ”mehupullo”, puolen millilitran 
putki, joka täytettiin 50 %:lla glukoosinesteellä.  
 
Kuva 2. Hoitajat sikiökennojen luona. 
Tutkimuksessa käytettyjen mehiläisten yhdyskunnat olivat edellisenä vuonna 
perustettuja, eli hyvin nuoria. Pesät oli desinfioitu ja kuningatar sekä perustajamehiläiset 
oli hankittu Ahvenanmaalta. Näin pesät olivat alun perin vapaita Varroa destructor –
punkista, joka on nopeasti levinnyt ja kohtalokas  mehiläisten loinen (MMM 2015). 
 
Lisäksi tutkittiin talvimehiläisten vitellogeniinien tuottoa. Talvimehiläiset olivat samaa 
Apis mellifera ligustica –alalajia kuin kesän hoitajamehiläiset, mutta taustaltaan 
mannersuomalaisia. Talvimehiläisiä kerättiin kolmesta pesästä Helsingin 
kantakaupungin alueelta, 10 yksilöä kustakin. Ne käsiteltiin kuten injektoimaton ryhmä, 
eli pidettiin 18 tuntia inkubaattorissa, ja niillä oli ruokaa saatavilla. Talvimehiläiset 
kerättiin marraskuussa. 
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4.2 Ryhmien käsittely 
  
Testiryhmään injektoitiin Paraquatia, jotta saatiin aikaan oksidatiivista stressiä 
mehiläisissä. Suolaliuoskontrolliryhmään injektoitiin mehiläisen omaa fysiologista 
koostumusta vastaavaa suolaliuosta (Dietemann ym. 2013). Injektoimattoman kontrollin 
ryhmälle ei tehty tällaisia toimenpiteitä. 
 
On mahdollista, että pelkkä injektointi vaurioittaa mehiläistä niin, että Paraquat on vain 
osasyy mahdolliseen muutokseen geenin toiminnassa. Siksi oli tarpeellista luoda kaksi 
erilaista verrokkiryhmää. 
 
4.2.1 Kontrolli 
 
Tähän ryhmään kuuluivat mehiläiset, joihin ei injektoitu mitään. Ryhmä käsiteltiin 
siten, että keräämisen jälkeen ne laitettiin mehupullolla varustetussa häkissä 
inkubaattoriin 30 °C 18 tunniksi. Tämän jälkeen häkki siirrettiin -18 °C pakastimeen 
kolmeksi minuutiksi, jolloin mehiläiset jähmettyivät liikkumattomiksi mutta eivät 
kuolleet (Dietemann ym. 2013). Tässä anestesiatilassa niiltä vedettiin pistin ja sen 
mukana suolet ulos ruumiista, ja jäljelle jäänyt takaruumis irrotettiin ja laitettiin 
Eppendorf-putkeen, jossa oli kaksi metallikuulaa ja 1 millilitra TRIsure-liuosta (Bioline, 
Biotop Oy, Turku). Putki säilytettiin -80 °C pakastimessa. 
 
Lisäksi kaikkien ryhmien jokaisen pesän ensimmäisistä viidestä näyteyksilöstä otettiin 
varanäytteiksi pää ja keskiruumis. Kumpikin säilytettiin omissa putkissansa ilman 
säilytysliuosta, -80 °C pakastimessa. Nämä näytteet kerättiin siltä varalta, että 
varsinaiset tutkimusnäytteet tulisivat syystä tai toisesta käyttökelvottomiksi. Näin ei 
kuitenkaan tapahtunut, joten varanäytteet jäivät käyttämättä. 
 
4.2.2 Suolaliuoskontrolli 
 
Suolaliuoskontrolliryhmään injektoitiin pelkkää mehiläisten fysiologista suolaliuosta 
(nk. Ringer-liuos). Sen koostumus noudattaa COLOSS Honey Bee Research 
Associationin ohjetta (Dietemann ym. 2013). 
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130 mM NaCl 
6 mM KCl 
4 mM MgCl(2) 
160 mM sukroosi 
25 mM glukoosi 
10 mM HEPES 
 
Nämä sekoitettiin tislattuun veteen niin että liuoksen tilavuus oli yhteensä 500 ml, ja pH 
säädettiin 6,7:ään. Liuosta injektoitiin 2 µl jokaiseen ryhmän yksilöön. 
 
Injektointi suoritettiin ennen mehiläisten laittamista inkubaattoriin. Mehiläisiä 
pakastettiin kolme minuuttia, jona aikana ne eivät ehdi vaurioitua, mutta ovat 
anestesiatilassa. Tällöin injektio tehtiin pistämällä 10 µl ruiskulla (Norgren Kloehn Ltd., 
Las Vegas, USA) takaruumiin kolmannen ja neljännen tergiitin väliin. Sen jälkeen 
toimenpiteet olivat samat kuin injektoimattomassa kontrolliryhmässä. 
 
4.2.3 Testiryhmä 
 
Testiryhmän työläisiin injektoitiin Paraquat-liuosta, jonka konsentraatio oli 2,5 µg/µl, ja 
injektoitava määrä 2 µl. Paraquat-jauhe laimennettiin mehiläisten fysiologiseen 
suolaliuokseen, jonka koostumus on kerrottu luvussa 4.2.2 Suolaliuoskontrolli. 
 
4.3 Geenitoiminnan tutkiminen 
 
4.3.1 RNA-eristys 
 
RNA:n eristäminen näytteestä tehtiin kahden päivän protokollalla fenoli-kloroformi –
menetelmällä. Ensimmäisenä päivänä näyte, mehiläisen takaruumis, joka oli säilöttynä 
fenolireagenssi TRIsureen, hajotettiin TissueLyser-homogenisaattorin (Qiagen GmbH, 
Hilden, Saksa) avulla. Näytteet pidettiin koko ajan jäissä RNA:n hajoamisen 
estämiseksi. Näyteputkeen lisättiin kloroformia 150 µl ja sekoitettiin Vortexilla 
(Heidolph Reax top, BernerLab, Helsinki). Näytteitä inkuboitiin ensin 
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huoneenlämmössä 2 minuuttia, sitten jäissä 5 minuuttia. Sitten sentrifugoitiin +4 °C 
(kylmäsentrifuugi VWR International Oy, Helsinki, Suomi) 15 000 rpm (21500 * g) 10 
minuuttia, jolloin selkeät faasit muodostuivat. Ylin faasi oli kirkas juokseva neste, 
sisältäen kaiken RNA:n Tämä faasi pipetoitiin toiseen putkeen, siihen sekoitettiin 
isopropanolia 500 µl ja laitettiin -20 °C pakastimeen yöksi. 
 
Seuraavana päivänä näytteet sentrifugoitiin kylmässä, +4 °C 30 minuutin ajan. Näin 
saatiin RNA tiivistymään pelletiksi putken pohjalle. Isopropanol imettiin putkesta pois 
ja näyte huuhdeltiin 80-prosenttisella etanolilla: 500 µl etanolia pipetoitiin putkeen ja 
näyte sentrifugoitiin +4 °C 10 minuuttia. Etanoli imettiin pois, ja vaihe toistettiin. 
Lopuksi etanoli poistettiin ja haihdutettiin putkesta kokonaan, ja jäljelle jäänyt RNA-
pelletti sekoitettiin autoklavoituun tislattuun veteen (40 µl). Näyte säilytettiin -80 °C 
pakastimessa. 
 
4.3.2 Näytteiden puhdistaminen ja cDNA-synteesi 
 
RNA:n konsentraatio mitattiin NanoDrop2000 –spektrofotometrillä (NanoDrop 
Technologies, Wilmington, USA), ja tulos varmistettiin alussa lisäksi Qubit-
fluorometrillä (Life Technologies, Iso-Britannia). Konsentraatiotiedon perusteella 
laimennettiin kaikki näytteet samanvahvuisiksi. RNA:sta puhdistettiin jäljelle jäänyt 
genominen DNA endonukleaasikäsittelyllä. Toimenpide tehtiin DNase I, RNase-free –
tuotteen avulla (Thermo Scientific, Fisher Scientific, Vantaa, Suomi) valmistajan ohjeen 
mukaan mutta kaksinkertaisella annostuksella. 
 
Käänteistranskriptio eli cDNA-synteesi tehtiin PCR-menetelmällä. Synteesissä oli 
käytössä RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Fisher 
Scientific, Vantaa, Suomi), ja se tehtiin valmistajan ohjeen mukaan. Valmis cDNA-
tuote laimennettiin vielä viidesosaan tislatulla ja autoklavoidulla vedellä. 
 
 
 
 
17 
 
4.3.3 Kvantitatiivinen PCR 
 
Lopullinen geenituotteen määrä saatiin selville kvantitatiivisen PCR:n (qPCR) avulla. 
Siinä kohdegeenin alukepari ja näytteen cDNA-tuote yhdistetään ja erotetaan 
lämpötilamuutosten avulla syklisesti kymmeniä kertoja. Jokaisella kierroksella 
kaksijuosteisen DNA:n määrä teoriassa kaksinkertaistuu. Mukana reaktiossa on 
fluoresoiva väri joka kiinnittyy kaksijuosteiseen DNA:han. Mittaustulos on sen syklin, 
ns. kynnyssyklin arvo (Ct), josta alkaa monistettavan kohdegeenin eksponentiaalinen 
monistuminen. Työssä käytettiin fluoresoivana värinä iQ SYBR Green Supermixiä ja 
qPCR-instrumenttinä CFX384 Real-Time PCR Detection System (molemmat Bio-Rad 
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Käytettyjen alukkeiden tietokantatunnus, 
DNA-sekvenssi, monistettavan alueen pituus ja sulamislämpötila esitetään taulukossa 1.  
Käytetty qPCR-ohjelma kuvataan taulukossa 2. 
 
Taulukko 1. Geenitoiminnan tutkimisessa käytetyt alukkeet. 
 
 
Tulokset normalisoitiin, mikä tarkoittaa sitä, että jokaisella tutkittavalla geenillä oli yksi 
referenssigeeni. Referenssigeeni on ns. taloudenhoitogeeni, jonka toiminta pysyy 
yksilöllä muuttumattomana olosuhteista riippumatta. Tähän referenssigeeniin 
kohdegeenin tulosta, Ct-arvoa, verrattiin. Tätä normalisoitua tulosta kutsutaan delta-Ct –
Geeni 
+Tietokanta-tunnus 
Forward- ja reverse-alukkeiden sekvenssit 
(5’-3’) 
Monistuvan alueen 
pituus (nukleotidiä) 
Tm (°C) 
Aktiini 
AB023025 
TGCCAACACTGTCCTTTCTG 
AGAATTGACCCACCAATCCA 
155 57.3 
55.3 
RP49 
AF441189.1 
AAGTTCATTCGTCACCAGAG 
CTTCCAGTTCCTTGACATTATG 
205 55.3 
56.5 
Vg 
AJ517411 
GTTGGAGAGCAACATGCAGA 
TCGATCCATTCCTTGATGGT 
150 57.3 
55.3 
Vg-like-A 
XM_001121939.3 
GTTTATGACGAAAATGGACACCT 
TGAACAGTTTCCTCGTGAGTT 
173 57.1 
55.9 
Vg-like-B 
XM_006561115.1 
ATTGCAACAATGCAGTTTGAATCAT 
GCAAATCAGCCACATCTTTAGGA 
103 56.4 
58.9 
Vg-like-C 
XM_001122505.3 
AACGCGATCACATCAGTCGT 
CGTGCCGCCAACAGATATGG 
78 57.3 
61.4 
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arvoksi (Livak ja Schmittgen 2001). Vg:n, Vg-like-A:n sekä Vg-like-B:n referenssigeeni 
oli RP49 ja Vg-like-C:n referenssigeeninä toimi aktiini. Valinta perustui siihen, missä 
lämpötiloissa alukkeet toimivat parhaiten; testauksessa vg-like-C ja aktiini muodostivat 
huonoja käyriä samassa lämpötilassa kuin muut, mutta toimivat hyvin alemmassa 
lämpötilassa. RP49 ja aktiini taas valittiin referenssigeeneiksi sillä perusteella, että ne 
ovat yleisesti mehiläisten geenitoiminnan tutkimisessa käytettyjä referenssigeenejä 
(esim. Grozinger ym. 2003, Amdam ym. 2004a, de Miranda ja Fries 2008). Vg-like-
geeneille oli suunniteltu kullekin kolme alukeparia (forward ja reverse), joista 
testaamisen jälkeen otettiin kustakin yksi käyttöön. Vg:llä sekä referenssigeeneillä oli 
entuudestaan toimivaksi tunnetut alukeparit joita käytettiin (Grozinger ym. 2003, 
Amdam ym. 2004a). Jokaisen näytteen kaikki geenit pipetoitiin kahtena teknisenä 
replikaattina. Tulokset käytiin läpi yksitellen ja aineistosta poistettiin epäonnistuneet 
näytteet. Tällaisia epäonnistuneita näytteitä olivat esimerkiksi primer-dimerit, joissa 
alukepari on emäspariutunut itsensä kanssa. 
  
Taulukko 2. QPCR-ohjelma. Vaiheessa 3 lämpötila riippui siitä mitä alukkeita käytettiin. 
Vaihe 1 2 3 4 5 
Lämpötila 95 °C 95 °C 55/57,5 °C GOTO2 55 -> 95 °C 
Kesto 3:00 0:15 1:00 39x 0:02 
 
4.5 Proteiinianalyysi 
 
Proteiinianalyysin tavoitteena oli selvittää, poistuuko vitellogeniini mehiläisen 
elimistöstä sen jälkeen kun se on osallistunut mehiläisen suojaamiseen. Aineistona 
olivat 24 hoitajamehiläistä yhdestä yhdyskunnasta, ja ne jaettiin samoihin kolmeen 
käsittelyryhmään (testi, suolaliuoskontrolli ja injektoimaton kontrolli) kuin luvussa 4.2 
Ryhmien käsittely on kuvattu. Menetelmänä oli SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis), jossa proteiinit ladataan geelille ja ne sijoittuvat 
elektroforeesin avulla molekyylipainonsa mukaisille paikoille (Törrönen 2006). Mukana 
ajossa on standardiproteiineja joiden sijaintiin kohdeproteiinia verrataan.  
 
Työtä varten otettiin jokaisesta mehiläisestä käsittelyn ja inkuboinnin jälkeen 
hemolymfanäyte sekä rasvakudosnäyte. Hemolymfa saatiin talteen pistämällä terävillä 
pinseteillä reikä tergiittien väliin ja vetämällä reiästä hemolymfa kapillaariputkeen. 
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Putkesta hemolymfa siirrettiin puskuriin (PBS ja EDTA). Sitten mehiläinen suolistettiin, 
takaruumis irrotettiin ja siirrettiin omaan puskuriinsa (PBS, EDTA ja SDS). 
Takaruumiit hienonnettiin TissueLyserilla ja sentrifugoitiin, sitten supernatantti 
siirrettiin uuteen putkeen. Näin saatiin rasvakudosnäytteet. Jokainen näyte sekoitettiin 
Laemmli-puskurin kanssa ja pipetoitiin geelille (Mini-protean TGX Precast gels, Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).  Elektroforeesi ajettiin 120 voltilla 40 
minuutin ajan. Ajon jälkeen geeli värjättiin Coomassie Brilliant Blue -värillä (Bio-Rad). 
Väri saa geelille levittyneet proteiiniraidat näkyviin tarttuessaan niihin. Geeliajon 
tulkinta tehtiin kuvaamalla ja kuvasta raitojen pigmentin vahvuutta kvantifioimalla eli 
densitometrisellä menetelmällä (Image Lab, Bio-Rad). Tulokset normalisoitiin 
kontrolliproteiini apolipoforiiniin. 
 
 
Kuva 3. SDS-PAGE-geeli, jossa ylimmällä rivillä kontrolliproteiini apolipoforiini ja toiseksi ylimpänä vitellogeniini. 
 
4.6 Talvimehiläiset 
 
Talvimehiläiset olivat samaa Apis mellifera ligustica –alalajia kuin kesän mehiläisetkin, 
mutta mannersuomalaisia taustaltaan. Ne kerättiin Helsingin kantakaupungin alueelta, 
Pauligin huvilalta kahdesta pesästä sekä Toimelan siirtolapuutarhasta yhdestä pesästä. 
Kustakin pesästä otettiin 10 yksilöä. Talvehtivassa yhdyskunnassa on vain kuningatar 
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sekä hoitajat, jotka muodostavat niin kutsutun talvipallon, eli kaikki mehiläiset ovat 
tiukasti lähekkäin ja lämmittävät pesää ja toisiaan tällä tavalla. Jokainen talvipallon 
työläinen vastaa kesäyhdyskunnan hoitajaa, joten näytemehiläisiä poimittaessa ei 
tarvinnut käyttää aikaa yksilöiden valikoimiseen, ja täten pesää ei pidetty tarpeettomasti 
auki. 
 
Mehiläiset käsiteltiin kuten kesän injektoimattoman ryhmän hoitajat, eli ne jaettiin 5 
yksilön häkkeihin, häkkiin teipattiin mehupulloja ja mehiläiset jätettiin inkubaattoriin 30 
asteeseen 18 tunniksi. Jatko oli samanlainen kuin geenitoimintatutkimuksessa (kappale 
4.3.1 ja siitä eteenpäin). Johtuen talvimehiläisten voimakkaasta kylmänsietokyvystä, 
niiden tainnuttaminen pakastamalla ja jäissä pitämällä oli erityisen hidasta. 
 
4.7 Tilastollinen analyysi ja ohjelmisto 
 
Geenitoiminnan tutkimisessa qPCR-ajot suunniteltiin Microsoft Excel -ohjelman avulla. 
Tulosten raakadata saatiin CFX Manager -ohjelmalla (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, CA, USA) ja se yhdistettiin Excel-taulukoihin tätä varten ohjelmoidulla 
Melliferas.py-ohjelmalla. Ohjelma laski ∆Ct-arvot sekä ryhmitteli aineiston 
tilastolliseen käsittelyyn sopiviksi listoiksi. Taulukot tehtiin LibreOffice Calc -
ohjelmalla. 
 
Tilastolliset käsittelyt sekä kuvaajat tehtiin R-ohjelmalla (R Development Core Team 
2011). Tilastollisena menetelmänä kesämehiläisten geenitoiminnan voimakkuuden 
analysointiin käytettiin lineaarista sekamallia, jossa satunnaistekijänä oli yhdyskunta.  
 
Malli oli muotoa 
 
𝑦ijk =  𝛼 + Tri * Gj + eijk + Ck 
 
jossa  
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y on geenitoiminnan voimakkuus ∆Ct 
Tri = käsittely i (1 = injektoimaton kontrolli, 2 = suolaliuoskontrolli, 3 = testiryhmä) 
Gj = geeni j (1 = vg, 2 = vg-like-A, 3 = vg-like-B, 4 = vg-like-C) 
eijk = virhetermi 
Ck = yhdyskunta k (k = 1 - 5) 
 
R-lauseke tilastollisessa testissä oli 
 
library(nlme) 
lme(dCt~Treatment*Gene,random=~1|Colony,data=Bdata2) 
 
Proteiinitutkimuksessa dataa käsiteltiin Microsoft Excelillä ja tilastollinen testi sekä 
kuvaajat tehtiin R:llä. Tilastollisena menetelmänä oli Kruskal-Wallis –testi, jota 
tyypillisesti käytetään densitometrisen aineiston analysoinnissa (Havukainen ym. 2013). 
R-lausekkeet erikseen hemolymfan ja rasvakudoksen Vg-pitoisuudelle olivat:  
 
kruskal.test(hemolymph ~ trmnt, data=Vg) 
kruskal.test(fatbody ~ trmnt, data=Vg) 
 
Talvimehiläisiä ei voinut tilastollisesti verrata kesämehiläisiin, koska käytetyt 
yhdyskunnat olivat eritaustaiset. 
 
5 TULOKSET 
 
5.1 Geenitoiminta 
 
Vg:n geenitoiminta oli kaikissa käsittelyissä huomattavasti voimakkaampi kuin muiden 
tutkittujen geenien. Toiseksi eniten ilmentyy vg-like-A, kolmanneksi eniten vg-like-B ja 
vähäisimpänä vg-like-C. Yhdyskunta vaikutti tuloksiin niin, että vaikka käsittelyiden 
vaikutus oli samankaltainen joka yhdyskunnassa, oli lähtötaso ja näin ollen lopputulos 
erilainen. Tulokset on esitelty taulukoissa 3-4 ja kuvissa 4-7. 
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Taulukko 3. Lineaarinen sekamalli, tulokset. Intercept on vg:n injektoimaton kontrolli. Satunnaistekijänä yhdyskunta. 
Yksikkönä ∆Ct.. 
Käsittely*geeni Arvo Keskivirhe DF t-arvo p-arvo 
(Intercept) 4.767146 0.4370978 538 10.906361 0.0000 
Suolaliuosk. -1.770204 0.4900002 538 -3.612660 0.0003 
Testi -2.016425 0.4738308 538 -4.255581 0.0000 
kontrolli *vg-like-A  4.736270 0.4841937 538 9.781768 0.0000 
kontrolli *vg-like-B 2.886652 0.4841514 538 5.962292 0.0000 
kontrolli *vg-like-C 7.056123 0.4762934 538 14.814656 0.0000 
suolaliuosk.*vg-like-A -2.328302 0.6983079 538 -3.334205 0.0009 
testi*vg-like-A -2.237954 0.6774846 538 -3.303328 0.0010 
suolaliuosk.*vg-like-B 1.232383 0.6962100 538 1.770131 0.0773 
testi *vg-like-B 0.878863 0.6757144 538 1.300643 0.1939 
suolaiuosk.*vg-like-C 2.241977 0.6907863 538 3.245543 0.0012 
testi *vg-like-C 2.476462 0.6718757 538 3.685893 0.0003 
Satunnaistekijä, StdDev: 0.6229891 
    Residual, StdDev: 2.333150         
 
 
Taulukko 4. Geenien toiminnan parillinen vertailu käsittelyjen välillä. Yksikkö ∆Ct.  P-arvo < 0,005 merkitty 
kolmella asteriskilla (***) ja p-arvo < 0,05 yhdellä asteriskilla (*). 
Geeni Käsittelyjen välinen vert. Estimaatti Keskivirhe Z-arvo p-arvo 
vg Kontrolli - Suolaliuosk. -1.77020 0.49000 -3.613 0.000546*** 
 Kontrolli - Testi -2.01643 0.47383 -4.256 4.69e-05*** 
 Suolaliuosk. - Testi 0.24622 0.48764 0.505 0.690318 
vg-like-A Kontrolli - Suolaliuosk. -4.09851 0.49776 -8.234 7.99e-16*** 
 Kontrolli - Testi -4.25438 0.48423 -8.786 <2,00E-16*** 
 Suolaliuosk. - Testi 0.15587 0.48999 0.318 0.794542 
vg-like-B Kontrolli - Suolaliuosk. -0.53782 0.49481 -1.087 0.383639 
 Kontrolli - Testi -1.13756 0.48178 -2.361 0.029812* 
 Suolaliuosk. - Testi 0.59974 0.48475 1.237 0.324015 
vg-like-C Kontrolli - Suolaliuosk. 0.47177 0.48721 0.968 0.401082 
 Kontrolli - Testi 0.46004 0.47642 0.966 0.401082 
 Suolaliuosk. - Testi 0.01174 0.48710 0.024 0.980779 
 
 
Vg ilmentyi runsaammin molemmissa injektoiduissa ryhmissä eli suolaliuoskontrollissa 
ja testiryhmässä, ja vähiten injektoimattomassa kontrollissa (kuva 4). Ero oli 
tilastollisesti merkitsevä. Sen sijaan suolaliuoskontrollin ja testiryhmän välillä ei ollut 
tilastollisesti merkitsevää eroa (kuva 4). 
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Kuva 4. Vitellogeniinin vaste käsittelyille, ryhmien keskiarvot ja keskivirheet. P-arvo < 0,005 on merkitty kolmella 
asteriskilla (***). 
 
 
Vg-like-A ilmentyi samaan tapaan kuin vg, mutta ero injektoimattoman kontrollin ja 
injektoitujen ryhmien välillä oli suurempi kuin vg:llä, mikä ilmenee taulukosta 3. 
Tässäkään tapauksessa tilastollisesti merkitsevää eroa ei ole kahden injektoidun ryhmän 
välillä (kuva 5). 
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Kuva 5. Vg-like-A:n vaste käsittelyille, ryhmien keskiarvot ja keskivirheet. P-arvo < 0,005 on merkitty kolmella 
asteriskilla (***). 
 
Vg-like-B:n osalta tilastollisesti merkitsevä ero havaittiin testiryhmän ja 
injektoimattoman kontrollin välillä (kuva 6). Testiryhmässä geeni ilmentyi eniten, 
joskaan se ei eronnut tilastollisesti merkitsevästi suolaliuoskontrollista (kuva 6). 
 
 
Kuva 6. Vg-like-B:n vaste käsittelyille, ryhmien keskiarvot ja keskivirheet. P-arvo < 0,05 on merkitty yhdellä 
asteriskilla (*). 
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Vg-like-C ilmentyi kaikkein vähiten tutkituista geeneistä, eikä käsittelyjen väliltä 
löytynyt tilastollisesti merkitseviä eroja (kuva 7). 
 
Kuva 7. Vg-like-C:n vaste käsittelyille, ryhmien keskiarvot ja keskivirheet. 
 
Yhdyskuntien välillä oli eroja sen suhteen, kuinka suuri oli niiden geenitoiminta 
lähtötilanteessa, jota injektoimaton kontrolli edusti. Joissain yhdyskunnissa esimerkiksi 
vg ja vg-like-A ilmentyivät runsaasti ilman käsittelyjä, mutta geenitoimintaero tasoittui 
injektioiden tuloksena. Joissain yhdyskunnissa taas käsittely ei tuottanut niin 
voimakasta vastetta vaikka lähtötilanne oli keskimääräinen. 
 
Yhdyskuntien välinen vertailu osoitti, että geenitoiminnassa oli suuriakin eroja riippuen 
käsittelystä ja geenistä (kuvat 8-9). Vg-like-B ja vg-like-C toimivat melko lailla samaan 
tapaan joka yhdyskunnassa, mutta erityisesti vg ja vg-like-A ilmentyivät 
vaihtelevammin. Toisaalta mikäli jokaista yhdyskuntaa arvioidaan erikseen, on 
tutkimuksessa olleiden pesien määrä vähäinen (5 kpl) ja pesäkohtainen näytemäärä 
myös (noin 10 yksilöä), joten tilastollinen varmuus on heikohko. Tilastollista testiä ei 
täten tehty yhdyskuntien välisille eroille. 
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Kuva 8. Yhdyskuntakohtainen geenitoiminta vg:n ja vg-like-A:n osalta injektoimattomassa kontrolliryhmässä, 
keskiarvot ja keskivirheet. 
 
Kuva 9. Yhdyskuntakohtainen geenitoiminta vg:n ja vg-like-A:n osalta suolaliuoskontrolliryhmässä, keskivarvot ja 
keskivirheet. 
 
Kuva 10. Yhdyskuntakohtainen geenitoiminta vg:n ja vg-like-A:n osalta testiryhmässä, keskiarvot ja keskivirheet. 
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5.2 Proteiinianalyysi 
 
Proteiinianalyysin osalta aineistosta ei löytynyt merkitseviä eroja eri käsittelyryhmien 
välillä (kuvat 11 ja 12). 
 
Kuva 11. Käsiteltyjen ryhmien hemolymfan Vg-pitoisuuden keskiarvot ja keskivirheet arbitraarisina yksikköinä. 
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Hemolymfan Vg-pitoisuudessa ei ollut tilastollisesti merkitseviä eroja käsittelyryhmien 
välillä Kruskal-Wallis –testin perusteella (Χ2 =0,96, P=0,62).
 
Kuva 12. Käsiteltyjen ryhmien keskiarvot ja keskivirheet arbitraarisina yksikköinä rasvakudoksen Vg-pitoisuudessa. 
 
Rasvakudoksen Vg-määrä ei myöskään osoittanut tilastollisesti merkitseviä eroja 
käsittelyjen välillä, Kruskal-Wallis –testisuure  (Χ2 ) oli 1,94 (P=0,38) 
 
5.3 Talvimehiläiset 
 
Talvimehiläisten geenitoiminnan voimakkuutta ei voitu täysin verrata kesämehiläisiin, 
koska näissä kokeissa yksilöt oli kerätty eri yhdyskunnista. Kuten kesäaineiston 
tilastollisessa analyysissä huomattiin, yhdyskunnalla oli merkitsevä vaikutus tuloksissa. 
Geenien ilmenemiserojen suuruusluokka on kuitenkin helposti nähtävissä kuvassa 13 
sekä taulukossa 5. Kesän yhdyskunnat eivät olleet keskenään niin erilaisia kuin 
verrattuna talven yhdyskuntiin. 
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Kuva 13. Kesän kontrolliryhmän ja talvimehiläisten geenien ilmentyminen, keskiarvot ja keskivirheet. 
Taulukko 5. Vg:n ja vg-like-geenien ilmentyminen kesän kontrolliryhmässä  ja talvimehiläisissä. Keskiarvot 2^-dCt-
yksikössä. 
Geenin toiminta, 2^-dCt   
Geeni  kesä talvi 
Vg 0.1674041409 1.4657129278 
Vg-like-A 0.0069129389 0.0889840114 
Vg-like-B 0.0075166294 0.0102620213 
Vg-like-C 0.0003821878 0.0001446069 
 
 
Talvimehiläisissä ilmentyi odotetusti hyvin runsaasti vg:tä. Lisäksi vg-like-A:ta ilmentyi 
huomattavasti enemmän kuin kesämehiläisissä. Talven tuloksissa vg ilmentyi miltei 9 
kertaa niin voimakkaasti kuin kesällä, ja vg-like-A:lla ero oli jopa lähes 13-kertainen. 
Vg-like-B ilmentyi lähes samansuuruisesti kesän ja talven tutkimuksissa (talvella vain 
1,3-kertaisesti kesään verrattuna), mutta vg-like-C:llä tulos oli päinvastaiseen suuntaan, 
eli talvella geenin toiminta oli vähäisempää kuin kesällä näiden tulosten valossa. 
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6 TULOSTEN TARKASTELU 
 
Vg:n ja vg-like-A:n geenitoiminta voimistui huomattavasti kun mehiläisiä oli injektoitu. 
Vg-like-B ilmentyi tilastollisesti merkitsevästi enemmän vain vasteena oksidatiiviseen 
stressiin. Vg-like-C ilmentyi hyvin vähän eikä eroja löytynyt. Vg-proteiinin määrässä ei 
havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja käsittelyjen kesken. Talvimehiläisissä vg:n ja 
vg-like-A:n geenitoiminta oli erityisen runsasta. 
 
Kaiken kaikkiaan vg sekä vg-like-A näyttävät toimivan samaan tapaan: ne aktivoituvat 
toimintaan kun mehiläinen vahingoittuu. Niiden ilmeneminen on myös korkealla tasolla 
talvella, kun mehiläisen on kestettävä poikkeuksellisen pitkä ajanjakso elossa. Vg-like-
C:llä tuskin on merkitystä mehiläisen kestävyydelle, koska geeni ilmentyi eniten – 
joskin vähän – mehiläisillä joiden olosuhteet ovat parhaalla tolalla. Vg-like-B aktivoitui 
lievästi oksidatiivisen stressin seurauksena, mutta esimerkiksi talven ja kesän välillä ei 
ollut eroa. Ainakaan juuri näissä kysymyksissä ei vg-like-B:lläkään ole suurta 
merkitystä. Yhdyskuntien välillä oli eroja geenien ilmentymisessä. Yhdyskunnan 
jäsenet ovat samaa perhettä, ja koska niiden kesken geenitoiminta on samankaltaisempi 
kuin naapuripesän yksilöihin verrattuna, voidaan olettaa että sen voimakkuus on jossain 
määrin perinnöllistä. Myös esimerkiksi yhdyskunnan ravintotilanne voi vaikuttaa tähän 
vaihteluun. Mikäli otos olisi ollut suurempi ja osa pesistä olisi selvinnyt talven yli ja osa 
ei, olisi tuloksista voinut päätellä jotain vg:n ja tässä tapauksessa erityisesti vg-like-
geenien tason sekä talvehtimisen onnistumisen yhteydestä. Nyt talvimehiläiset oli 
kerättävä eri pesistä, koska kesän mehiläisyhdyskunnat eivät olleet onnistuneet 
talvehtimisessa vaan pesät oli menetetty. 
 
Yllättävänä tuloksena voi pitää sitä, että myös pelkkä injektio aiheutti voimakkaan 
geenitoiminnan kohoamisen. Jos tutkimuksessa olisi ollut vain yksi kontrolliryhmä, 
tulos olisi ollut kokonaisuudessaan hyvin erilainen: ilman injektoimatonta kontrollia 
vastetta käsittelylle ei olisi saatu, ja suolaliuoskontrollin puuttuessa olisi vaikuttanut 
siltä, että pelkkä oksidatiivinen stressi aiheuttaa vasteen. Toisaalta jo aiemmisssa 
proteiinitutkimuksissa on selvinnyt (Havukainen ym. 2013) että Vg kiinnittyy 
vaurioituneisiin kudoksiin – geeni siis näyttää myös aktivoituvan kun mehiläinen on 
kärsinyt vahinkoa, esimerkiksi injektion muodossa. Ringer-suolaliuos sisälsi HEPESiä, 
jolla on myös saattanut olla vaikutus geenitoiminnan voimistumiseen. HEPESillä on 
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huomattu olevan adenosiinitrifosfaatin (ATP) tuotantoa lisäävä vaikutus soluviljelmissä 
(Luo ym. 2010). Transkriptio taas käyttää ATP:tä energianlähteenään (Reece ja 
Campbell 2011), joten näin ollen ATP:n lisäys on voinut lisätä myös mRNA:n määrää. 
Drosophila-tutkimuksessa HEPES oli vaurioittanut banaanikärpäsen silmän soluja (Nie 
ym. 2015). Kumpikaan tutkimuksista ei ole suoraan verrattavissa tähän kokeeseen, ja 
käytetyn HEPESin vaikuttavat määrät olivat suurempia (Luo: 15 ja 25 mM ja Nie: 80 
mM) kuin tässä työssä käytetyn suolaliuoksen 10 mM. Ringer-liuos on yleisesti 
mehiläistutkimuksissa käytetty (Sinakevitch ym. 2013, Bomtorin ym. 2014), ja myös 
muunlaiset HEPESiä sisältävät puskurit (Calabria ym. 2011). Suolaliuoskontrollin 
vaikutukseen on tässä kuitenkin yksi mahdollinen selitys. 
 
Vg:n osalta tämä työ on yhdenmukainen aiempien tutkimusten kanssa; talvehtivat 
mehiläiset ilmentävät geeniä runsaasti. Dainatin ym. (2012) tutkimuksessa, jossa 
vertailtiin talvikuoleman kohtaavia ja välttäviä yhdyskuntia, mitattiin mielenkiintoisia 
vg:n ilmentymisiä. Siinä geenitoiminta vg:n osalta oli elokuussa korkeampi niissä 
yhdyskunnissa, jotka selvisivät tulevasta talvesta, kuin niissä, jotka kuolivat. 
Voimakkainta geenitoiminta oli Dainatin tutkimuksessa marraskuussa, joka oli myös 
tämän kokeen talvimehiläisten keruuaika, ja vaikka helmikuun mittauksessa 
selvinneissä pesissä geenitoiminta oli jo laskenut, olivat Vg-varannot rasvakudoksessa 
korkeimmillaan. Korkeita mRNA-tuottoja mitattiin kuolevien pesien viimeisiltä 
yksilöiltä ennen yhdyskunnan lopullista menehtymistä. Ehkäpä niissä olivat jäljellä enää 
vahvimmat yksilöt.  
 
Toisessa tutkimuksessa (Erban ym. 2013) analysoitiin talvimehiläisten proteomia. Siinä 
ilmeni että valtaosa hemolymfasta löydetyistä proteiineista oli vitellogeniiniä tai sen 
osia. Aurorin ym. (2013) tutkimuksessa hemolymfan Vg-pitoisuus nousi paitsi kesän ja 
talven, myös marras- ja tammikuun välisenä aikana. Tämä tulos saatiin SDS-PAGE -
menetelmällä. Samassa tutkimuksessa kuitenkin kävi ilmi että mRNA-tasot marras- ja 
tammikuun välillä menivät toisinpäin: vg ilmentyi alkutalvesta enemmän kuin 
keskitalvella. Näyttääkin siltä, että Vg säilyy hemolymfassa suhteellisen pitkän ajan, 
senkin jälkeen kun voimakas tuotto on taittunut. 
 
Mielenkiintoista on vg-like-A:n toiminta: geeni on normaalitilassa lähes täysin 
passiivinen, kunnes mehiläinen kohtaa stressitekijöitä. Talvella ja vahingoitettuna ero 
lepotilaan on huima. Olisi kiinnostavaa tietää, varastoituuko vg-like-A samaan tapaan 
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kuin vg, ja onko yhdyskunnan sisällä vaihtelua kesän ja talven geenitoiminnan välillä. 
Se, että vg-like-A ei juuri ilmene jos ei ole tarvetta, viittaisi siihen, ettei sen tuottamaa 
proteiinia ole mehiläisen elimistössä kovin paljon varastoituneena. 
 
Yhdyskuntien välinen vaihtelu vg:n ja vg-like-A:n ilmentymisessä oli tässä 
suppeahkossa otoksessa suurta, ja ainakin suurempaa kuin kahden muun tutkitun 
geenin. Yhdyskunnista pesä numero 9 oli alkukesällä virein kaikista ja se suurennettiin 
jo varhain kolmeosastoiseksi mehiläispaljouden vuoksi. Yhdyskunnista 1, 5 ja 6 olivat 
tasavahvoja, ja numero 4 kaikkein heikoin. Tämän perusteella kuvasta 8 ja 9 voisi 
tulkita, että elinvoimaisuudella ja geenien toiminnalla olisi yhteys. Pienestä pesien 
määrästä johtuen kuvien 8-10 perusteella ei voi kuitenkaan suoraan tehdä johtopäätöksiä 
pesien elinvoimaisuudesta tai siihen mahdollisesti liittyvästä geenitoiminnasta. Olisi 
kuitenkin loogista, että juuri elinvoimaisuuteen ja terveyteen liittyvien geenien 
toiminnassa on vaihtelua yhdyskuntien välillä. 
 
Proteiinityön tulos vaikuttaa ristiriitaiselta, koska proteiinin tuotto seuraa suoraan 
lähetti-RNA:n tuotosta. Miksi sitten Vg:n proteiinimäärää mitattaessa ei löydetty eroja, 
vaikka mRNA:sta mitattaessa ero oli jopa selkeä? Mahdollisia selityksiä on useita. Yksi 
voi olla se, että densitometrimittaus ei ole yhtä tarkka menetelmä kuin qPCR. Näytteet 
ja puskurit pipetoidaan geelille, ja pienikin pipetointivirhe vaikuttaa lopputulokseen. 
Lisäksi geeli kuvataan lopuksi kameralla, ja kuvausvaihe voi olla vielä altis esimerkiksi 
valotuksen aiheuttamalle harhalle. Toisaalta tulos voi olla myös täysin todellinen: 
proteiinia on elimistössä myös silloin, kun sitä on tuotettu jo jokin aika sitten, eikä se 
ole vielä hajonnut tai poistunut. Mehiläisessä saattoi olla suuri määrä Vg:tä 
entuudestaan, ja käsittelyn aiheuttama lisäys ei kokonaismäärässä vaikuta ratkaisevasti. 
On todettu, että suojaava proteiini hajoaa tehtyään työnsä – tässäkin tapauksessa on 
voinut käydä niin, että Vg on kiinnittynyt vaurioituneeseen kohtaan kudoksessa ja 
hajonnut. Ja syy siihen, ettei tapahtuma tällöin näkynyt pienempänä Vg-pitoisuutena 
injektoiduissa ryhmissä, saattoi olla se että Vg:n määrä ensin nousi ja sitten laski, jolloin 
proteiinin lopullinen määrä ei eronnut lähtötasosta. Tätä vaihtoehtoa tukee 
Schwanhäusserin ym. (2011) tutkimus, jossa osoitettiin että mRNA:n ja sen tuottaman 
proteiinin määrät solussa ovat korreloituneet, mutta toisaalta mRNA:n ja vastaavan 
proteiinin hajoamisnopeuksien välillä ei ole yhteyttä. 
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7 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Vg reagoi tässä tutkimuksessa odotetusti oksidatiiviseen stressiin. Lisäksi se, että 
yhdyskunnalla oli vaikutus tuloksiin, voisi viitata siihen että geenitoiminnassa esiintyy 
perinnöllistä vaihtelua. 
 
Vg-like-A vaikuttaa toimivan kuten vg, erona vain ettei se ole munantuotannossa 
mukana, vaan se on työläisen oma pitkäikäisyyteen vaikuttava geeni. Sen vaste 
käsittelyyn oli jopa suurempi kuin vg:n. Näyttäisi siltä että vg-like-A on lähes uinuva 
kunnes mehiläinen kohtaa stressaavia tekijöitä. Talvehtimisessa sekä vg että vg-like-A 
näyttävät olevan tärkeitä aktivoituneita geenejä. 
 
Vg-like-B ilmentyi kautta linjan tasaisesti. Vaikka vaste saatiinkin Paraquat-käsittelyllä, 
ilmentyminen oli suhteellisen vähäistä ja erot pieniä. Vg-like-C taas näyttää toimittavan 
jotain täysin muuta tehtävää, jos sillä on tehtävää ylipäätään. 
 
Vitellogeniinin proteiinimäärän tutkimisessa ei tällä menetelmällä saatu selviä tuloksia. 
 
Tämä tutkimus onnistuu jossain määrin valottamaan vg-like-geenien merkitystä 
mehiläiselle. Geenin monistumisen seurauksena syntyneet homologit voivat saada 
osittain tai kokonaan erilaisia tehtäviä, mikä on tärkeää lajin kehittymiselle. Sikäli kun 
vg ja vg-like-geenit ovat osallisena mehiläisen kestävyydessä ja sopeutumisessa 
ympäristöön, tuloksista on toivottavasti etua mehiläisen molekyylibiologian 
tuntemukselle ja sitä kautta pölyttäjäkadon ymmärtämiselle ja ehkäisemiselle. 
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